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基础 研究 
载 普 伐 他 汀 钠 的 碗 聚 糖 微 球 的 制备 及 性 能 评价 


冯 婕 , 刘 中 秋 , 严 轶 琛 , 胡 明 , 卢 玲 , 游 文 玮 
南方 医科 大 学 药学 院 ,广东 广州 510515 


摘要 :目的 制备 一 种 包 载 普 伐 他 汀 钠 ,以 获得 长 效 释放 的 载 药 微 球 。 方 法 以 京 尼 平 为 交 联 剂 制备 载 普 伐 他 汀 钠 的 这 聚 糖 微 
球 ,考察 这 聚 糖 相 对 分 子 质 量 油 相 水 相 比 、 反 应 温度 、 搅 拌 速度 等 对 过 聚 糖 微 球形 成 的 影响 ,通过 扫描 电镜 观察 其 微观 形 貌 , 测 
定 微 球 的 包 封 率 以 及 不 同 pH 条 件 下 的 溶 胀 度 , 并 考察 了 普 伐 他 汀 钠 的 体外 累积 释 药 情况 。 结 果 载 普 伐 他 汀 钠 药 微 球体 外 释 
放 时 间 长 达 31 d 以 上 ,反应 条 件 不 同 ,药物 释放 速度 不 同 , 善 伐 他 汀 的 包 封 率 可 达 54.7%。 最 佳 制备 条 件 为 : 壳 聚 糖 的 粘度 为 
200~400 mPa.s ,油水 比 10: 1 ,搅拌 速度 850 rmin ,温度 40 WC。 结 论 京 尼 平 交 联 载 普 伐 他 汀 钠 的 壳 聚 糖 微 球 具 有 较 好 的 长 效 组 
释 能 力 ,并 且 可 通过 调节 交 联 时 间 控 制 其 对 药物 的 释放 速度 。 
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Preparation and performance of pravastatin sodium-loaded chitosan microspheres 


FENG Jie, LIU Zhongqiu, YAN Yichen, HU Ming, LU Ling, YOU Wenrwei 
School of Pharmaceutical Science, Southern Medical University, Guanezhou 510515, China 


Abstract: Objective To prepare pravastatin sodium-loaded chitosan microspheres to allow sustained drug release. Methods 
The drug-loaded chitosan microspheres were prepared by using genipin as the cross-linker. The influences of molecular 
weight of chitosan, volume ratio of oil and water, reaction temperature, and stirring speed on the formation of chitosan 
microspheres were investigated. The morphology of the microspheres was observed using scanning electron microscopy. The 
encapsulation efficiency, swelling ratio under different pH conditions, and in vitro drug release were measured. Results The in 
vitro release of pravastatin sodium could last for at least 31 days. The drug release rate varied with the reaction condition. The 
drug entrapment efficiency of the microsphere was 54.7% . The optimal processing conditions were as follows: chitosan 
Viscosity of 200-400 mPa . s, oil-water proportion of 10: 1, stirring speed of 850 r/min, and reaction temperature at 40 °C. 
Conclusion The pravastatin sodium-loaded microspheres show good sustained drug release property, and the drug release 
rate can be modified by controlling the cross-linking time. 
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近年 来 ,由 动脉 弦 样 硬化 所 致 的 心血 管 疾病 发 生 率 。”” 料 "。 本 研究 中 ,我 们 将 壳 聚 糖 作为 载体 ,将 普 伐 他 汀 钠 


chinaXiv 


和 和 死亡 率 逐 年 上 升 ,成 为 人 类 死亡 的 主要 原因 "。 他 汀 
类 药物 , 即 3- 羟 基 -3 甲 基 - 戊 二 酰 辅酶 ALHMG- CoA) 还 
原 酶 抑制 剂 ,是 一 类 抗 动脉 费 样 硬化 药 ,具有 和 良好 的 降 
血脂 改善 内 皮 功 能 .抑制 血栓 形成 等 多 种 作用 ,在 临床 
上 广泛 使 用 ” ,主要 给 药方 式 是 口服 。 其 中 普 伐 他 汀 是 
他 汀 家 族 中 的 水 溶性 药物 ,无 需 代谢 转化 就 具有 药理 活 
性 "1。 但 普 伐 他 汀 口服 生物 利用 度 低 , 半 豪 期 短 , 且 对 胃 
酸 敏感 ,容易 转化 为 活性 仅 为 1/40 的 异 构 体 ,因此 如 果 
能 改变 普 伐 他 汀 的 给 药方 式 , 则 可 以 使 其 避 开 胃酸 环境 
以 及 肝脏 的 首 过 效应 ,显著 提高 其 生物 利用 度 。 
壳 肾 糖 具 有 良好 生 相 容 性 ,广泛 应 用 于 生物 医用 材 
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包 载 于 其 中 ,并 采用 京 尼 平 作为 交 联 剂 。 京 尼 平 是 从 板 
子 果实 中 提取 的 一 种 天 然 生 物 交 联 剂 ,与 以 往常 用 于 交 
联 赤 聚 糖 的 成 二 醛 .甲醛 等 交 联 剂 比较 ,具有 显著 的 生 
物 安全 性 ,其 细胞 毒性 比 戊 二 醛 低 1000 售 ,而 交 联 能 
力 更 强 , 在 体内 的 酶 降解 率 亦 较 低 ”" 。 本 文 考察 了 过 
聚 糖 相 对 分 子 质量 ` 油 相 水 相 体积 比 ` 反 应 温度 , 抄 拌 速 
度 等 因素 对 成 球 的 影响 ,并 对 其 体外 释 药 行为 进行 表 
征 ,以 期 制 得 一 种 包 载 普 伐 他 汀 钠 的 长 效 缓 释 微 球 ,这 
种 长 效 释 药 微 球 , 有 望 应 用 于 经 皮 给 药 、 长 期 皮下 植 入 
给 药 ,还 可 应 用 于 心血 管 组 织 工程 修复 材料 。 


1 材料 和 方法 
1.1 仪器 与 试剂 

EVO18 扫 描 电 镜 ( 德 国 Zeiss) ;Nicolet 6700 红外 
光谱 仪 (美国 Thermo Fisher 科 技 有 限 公司 );H1650R 台 
式 高 速 离心 机 (湖南 湘 仪 实验 室 仪器 开发 有 限 公司 ); 
UV7504 紫 外 光谱 仪 (上 海 兴 芒 科技 有 限 公司 ) ,THZ-D 
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台式 恒温 振荡 器 (广州 市 正 一 科技 有 限 公 司 );MD 25 mm 
透析 袋 (截留 相对 分 子 质量 8000~14 000, 美 国 MYM 生 


1.3.2 通过 扫描 电镜 对 微 球 的 表面 形态 进行 评价 取 适 
量 微 球 粘 附 于 粘 有 导电 胶 的 铜板 上 ,真空 下 喷 金 ,用 扫 


物 科 技 有 限 公司 )。 

壳 聚 糖 ( 脱 乙酰 度 =90% ,阿拉 丁 试剂 上 海 有 限 公 
司 ); 京 尼 平 (HPLC>98% ,日 本 和 光 纯 药 工业 株式 会 
社 ); 普 伐 他 汀 钠 ( 广 东 蓝 宝 制药 有 限 公 司 ) ;液体 石蜡 
(分 析 纯 ,天 津 市 大 茂 化 学 试剂 厂 );Span-80( 化 学 纯 , 天 
津 市 大 茂 化 学 试剂 厂 ) ;醋酸 (化 学 纯 , 天 津 市 大 成 化 学 
试剂 三 )。 其 它 试 剂 均 为 分 析 纯 。 
1.2 壳 聚 糖 微 球 的 制备 方法 

在 一 定 温度 下 ,将 135.2 mL 含 4 % Span-80 的 液体 
石蜡 加 入 到 500 mL 三 贷 瓶 中 ,搅拌 混 匀 制 成 油 相 。 将 
壳 聚 糖 1.5 % 醋 酸 溶液 与 药物 水 溶液 混合 ,磁力 搅拌 使 
其 完全 溶解 ,作为 水 相 逐 滴 滴 加 到 油 相 中 ,电动 抄 拌 1 h， 
形成 W/O 型 乳液 ,随后 将 京 尼 平 1.3 % 乙 醇 溶液 10 mL 
缓慢 滴 加 到 上 述 乳 液 中 , 交 联 固化 一 定 的 时 间 。 高 速 离 
心 奔 去 上 层 油 相 , 分 别 用 石油 醚 、 异 丙 醇 丙酮 离心 洗涤 
3 次 ,产物 真空 干燥 12h 备 用 。 
1.3 壳 聚 糖 微 球 的 表征 
1.3.1 溶 胀 度 的 测定 在 室温 下 精密 称 取 50 mg 过 聚 糖 
微 球 ,将 其 浸没 于 pH 分 别 为 2.4、7、9、10 的 溶液 中 振荡 
16h 后 离心 收集 ,用 滤纸 吸 干 微 球 表面 水 分 后 用 电子 分 
析 天 平 称 量 其 质量 。 平 行 测定 3 次 。 微 球 的 溶 胀 率 久 ,， 
可 根据 下 式 计算 : 

天 (9%)=[( 权 -本 有 和] 

(了 本 为 洲 胀 后 的 质量 ,到 为 深 胀 前 的 质量 )。 


5 Alj 10 pm 
图 1 壳 聚 糖 相对 分 子 质量 对 微 球 的 影响 


描 电子 显微镜 (SEM) 观 察 其 表面 形态 。 
1.3.3 包 封 率 的 测定 精密 称 取 微 球 样品 20 mg 于 人 研 钵 
中 研 细 , 置 于 锥 形 瓶 中 ,加 入 50 mL 蒸馏 水 ,用 细胞 粉碎 
机 充分 打 散 ,溶液 过 滤 后 取 滤 液 稀 释 后 于 238 nm 测 其 
紫外 吸光 度 ,计算 药物 含量 ,平行 测定 3 次 。 按 下 式 计 
算 包 封 率 ; 
包 封 率 = 微 球 中 包 封 的 药 量 / 投 入 的 药 量 x100% 
1.4 体外 释放 试验 

将 载 药 壳 聚 糖 微 球 50 mg 放 人 透析 袋 中 ,浸没 于 
200 mL 的 PBS(pH=7.4) 溶 液 中 ,于 37 % 恒 温 摇 床 中 组 
慢 释 放 (100 r/min)。 定 时 取样 ,同时 补充 等 量 释放 液 。 
在 238 nm 处 测定 其 吸光 度 ,根据 标准 工作 曲线 测定 释 


药 量 。 


2 结果 
2.1 沈 聚 糖 相 对 分 子 质量 的 影响 

为 了 比较 不 同 相 对 分 子 质量 壳 聚 糖 对 成 球 的 影响 ， 
分 别 采用 低 夭 度 (<200 mPa.s) ,中 黏度 (200~400 mPa.s) 
以 及 高 秋 度 (>400 mPa.s) 的 壳 聚 糖 为 原料 制备 微 球 ， 
SEM 照片 结果 见 图 1。 从 图 中 可 以 看 出 , 低 笑 度 的 壳 皮 
糖 (图 1A) 制 备 的 微 球 粒 径 小 ,所 制备 的 微 球 黏 连 在 一 
起 ;高 黏度 的 壳 聚 糖 ( 图 1C) 制 备 出 的 微 球 相对 较 脆 ,可 
观察 到 不 少 破碎 的 微 球 ;而 中 等 秋 度 壳 聚 糖 ( 图 1B) 可 
以 得 到 球形 较 完 整 ,分 散 相对 均匀 的 微 球 。 


Fig.1 Influence of molecular weight of chitosan on microspheres. A: Low viscosity (<200 mPa.s); B: Moderate viscosity 
(200~400 mPa.s); C: High viscosity (>400 mPa.s)(40 °C, 850 r/min, oil-water ratio 10:1). 


2.2 油 相 与 水 相 的 比例 的 影响 

图 2 所 示 为 不 同 油 相 水 相 体 积 比 制 得 的 微 球 形 貌 ， 
由 图 可 知 , 当 油水 比 为 5:1 时 , 微 球 有 轻微 粘连 ,球形 规 
整 度 稍 有 从 人 缺 ,这 是 因为 知 油 相 较 少 , 则 形成 的 油 相 膜 
不 能 很 好 地 将 水 相隔 离 ,导致 水 相 微 球 碰撞 几率 加 大 ， 
加 大 粘连 几率 "5; 油 水 比 为 10:1 时 球形 较 好 ,分 散 较 为 
均一 ;继续 升 高 油水 比 至 15:1 时 , 微 球 表面 光滑 ,形态 
良好 ,但 粒 径 大 小 不 一 ,并 且 也 有 粘连 现象 ,可 能 是 因为 
油 相 比 例 过 大 , 微 球 表面 难以 清洗 所 致 。 
2.3 反应 温度 的 影响 

为 了 考察 反应 温度 对 成 球 的 影响 ,分别 在 25 .40、 


45 %C 制 得 壳 附 糖 微 球 ,其 SEM 照片 见 图 3。 从 图 3A 中 
可 以 看 出 ,反应 温度 为 25 JC 时, 微 球 难以 形成 ,基本 观 
察 不 到 微 球 ,这 是 因为 反应 温度 过 低 , 分 子 间 的 有 效 碰 ~ 
撞 大 大 减少 ,反应 进行 不 完全 ;温度 升 高 到 45 %C 时 (图 
3C) ,形成 的 微 球 出 现 不 少 碎片 ,这 可 能 是 因为 ,反应 温 
度 偏 高 ,使 得 交 联 剂 部 分 变性 ,或 者 交 联 过 度 所 致 ;反应 
温度 为 40 % 时 (图 3B) ,得 到 的 球形 较 好 ,未 见 明 显 碎片 。 
2.4 搅拌 速度 的 影响 

在 乳液 交 联 法 中 ,搅拌 的 作用 是 通过 剪 切 力 将 反应 
体系 分 散 成 液 滴 。 考 察 了 搅拌 速度 分 别 为 550、850、 
1250 r/min 时 得 到 的 微 球形 貌 , 结 果 见 图 4。 可 以 看 出 ， 
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图 2 油 相 与 水 相 体 积 


Fig.2 Effect of oil-water ratio on microspheres. 4: 5:1;B:10:1;C:15:1(medium viscosity chitosan, 40 °C, 850 r/min). 


一 一 -一 


图 3 反应 温度 对 微 球 的 影响 


Fig.3 Effect of reaction temperature on microspheres. A: 25 C; B: 40 C; C: 45 C. 


当 搅 拌 速度 较 低 时 (图 4A) , 微 球 大 小 不 均一 ,有 粘连 ， 
这 是 因为 过 低 的 搅拌 速度 难以 阻碍 反应 过 程 中 形成 的 
液 滴 碰 撞 ; 搅 拌 速度 升 高 到 850 r/min 时 ,得 到 的 微 球 分 


10 um > [ot 


~ 


图 4 反应 过 程 中 搅拌 速度 对 制备 微 球 的 影响 


散 性 较 好 (图 4B); 而 搅拌 速度 增 大 到 1250 r/min 时 (图 
4C) ,球形 不 佳 ,并 且 产 生 粘 连 。 
2.5 不 同 pH 值 溶液 中 党 聚 糖 微 球 的 溶 胀 度 


Fig.4 Effect of stirring speed on the microspheres. A: 550 r/min; B: 850 r/min; C: 1250 r/min. 


由 于 党 聚 糖 结构 单元 中 分 布 着 不 少 羟基 氨基 ,在 
水 溶液 中 可 与 溶剂 水 分 子 形成 分 子 间 氢 键 而 使 分 子 链 
每 展 溶 胀 。 我 们 分 别 考察 了 不 同 交 联 时 间 壳 肾 糖 微 球 
在 酸性 ,中 性 和 碱 性 溶液 中 的 溶 胀 度 情况 (图 5)。 从 图 
中 可 以 看 出 , 随 着 溶液 pH 值 的 升 高 , 壳 聚 糖 微 球 的 溶 胀 
度 逐 渐 减 小 。 这 是 由 于 壳 聚 糖 上 的 氨基 在 酸性 溶液 中 
质子 化 , 正 电荷 间 的 静电 排斥 作用 使 得 分 子 链 更 为 舒 
展 ,大 量 的 水 分 子 可 进入 到 壳 聚 糖 微 球 的 交 联 网 络 中 ; 
而 在 碱 性 溶液 中 ,氨基 发 生 了 去 质子 化 现象 ,大 分 子 链 
间 的 排斥 作用 也 就 减弱 , 深 胀 度 减 小 ””"。 此 外 ,对 比 图 
中 三 条 曲线 可 以 看 出 , 交 联 时 间 越 长 , 微 球 溶 胀 度 越 
小 。 这 是 由 于 微 球 的 交 联 时 间 越 长 , 交 联 网 络 越 致 密 ， 
溶剂 分 子 进入 网 络 中 更 困难 , 溶 胀 度 也 就 越 小 。 
2.6 交 联 不 同时 间 的 微 球 包 封 率 

考察 了 不 同 交 联 时 间 壳 聚 糖 微 球 的 普 伐 他 汀 包 封 


率 , 投 药 质量 比 为 1:2( 药 物 : 壳 聚 糖 ) 时 , 交 联 2.4、12、 
24 h, 的 微 球 包 封 率 分 别 为 28.6% ,30.2% ,43.8% ， 
54.7%。 可 知 , 随 着 交 联 时 间 的 延长 ,药物 的 包 封 率 相应 
提高 ,这 是 由 于 交 联 时 间 延 长 可 使 反应 更 加 完全 ,更 多 
的 药物 被 包 于 于 微 球 中 ,所 以 包 封 率 提 高 。 
2.7 载 药 微 球 的 体外 释放 

3 种 不 同 载 药 壳 聚 糖 微 球 在 37 "下 的 累积 释 药 量 
示 于 图 6, 可 以 看 到 ,在 31 d 时 ,药物 的 释放 量 为 4%~ 
42% ,改变 交 联 时 间 可 以 得 到 释 药 速 度 不 同 的 微 球 , 交 
联 时 间 越 长 ,药物 释放 速度 越 慢 。 其 中 交 联 2 h 的 壳 聚 
糖 微 球 存在 一 定 的 突 释 现象 ,9 h 内 的 累计 释 药 量 达到 
14.1% , 而 其 他 交 联 时 间 制 备 的 微 球 突 释 现象 并 不 明 
显 。 因 此 ,可 以 通过 调节 微 球 交 联 时 间 来 调节 其 释 药 
速度 。 
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讨论 

本 研究 针对 心血 管 药 物 普 伐 他 汀 钠 采 用 传统 口服 
型 对 胃酸 敏感 .生物 利用 度 低 的 问题 ,以 板子 提取 物 
尼 平 为 交 联 剂 ,通过 元 聚 糖 与 束 尼 平 的 亲 核 取代 以 及 
核 进攻 发 生 交 联 反 应 ,得 到 包 载 普 伐 他 汀 的 壳 聚 糖 


微 球 。 交 联 后 的 壳 聚 糖 微 球 由 于 形成 交 联 网 络 , 可 以 有 


效 
反 


控制 包 载 的 普 伐 他 汀 长 效 缓慢 释放 。 本 文通 过 调控 
应 条 件 , 得 到 了 最 佳 反 应 条 件 : 中 等 茜 度 的 腕 聚 糖 


(200~400 mPa.s) , 油 相 水 相 比 为 10:1, 反 应 温度 为 


40 


,搅拌 速度 850 rmin。 制 得 的 壳 聚 糖 微 球 在 不 同 


PH 环境 表现 出 不 同 深 胀 度 ,pH 值 越 高 , 深 胀 度 越 小 。 
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普 伐 他 汀 钠 在 壳 聚 糖 微 球 中 的 包 载 一 方面 是 通过 
伐 他 汀 钠 结 构 中 带 负 电 的 羧 酸根 离子 与 却 聚 糖 结构 
元 中 带 正 电 蓓 的 氨基 之 间 的 静电 吸引 作用 ; 男 一 方 
,通过 京 尼 平 的 交 联 ,形成 的 交 联网 络 可 以 较 好 地 把 
伐 他 汀 钠 物理 截留 在 微 球 中 ,延缓 其 释放 。 从 普 伐 他 
钠 的 体外 释放 曲线 来 看 ,药物 的 释放 速度 可 以 通过 交 
时 间 来 进行 调节 ,药物 的 释放 可 以 持续 到 31 d 以 后 。 
种 载 有 心血 管 药物 普 伐 他 汀 钠 的 微 球 如 果 用 于 经 皮 
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